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摘要! L.,.基因具有在性腺中特异表达的特点!在生殖细胞分化与发育过程中起重要作用$

从日本沼虾精巢8>+,中克隆了 4.,. 基因的阅读框!连接到 W2XD!%F载体!构建重组表达质

粒 W2X!%FD]FHF!转化大肠杆菌C-%#!经 /AXU诱导融合表达!表达产物经 0>0DA,U2分析表

明!融合蛋白主要以包涵体形式存在!分子量约 B< PL!表达量约占包涵体总蛋白的 "B7?d!

^MH9MRODV6599GOQ检测表明!融合蛋白可特异地被 FO9GD1/0标签抗体识别$ 用 +G

% m

D+X,纯化

后的融合蛋白免疫家兔!制备获得多克隆抗体!2-/0,显示该抗体效价达#n#;$ $$$!^MH9MRO

免疫鉴定显示该抗体不仅能识别融合蛋白!而且也能识别日本沼虾性腺粗提液中的内源性

4,0,蛋白!免疫组化进一步显示!4,0,蛋白主要分布在卵母细胞核周围和精原细胞质中!

成熟精子中无信号!暗示4,0,在日本沼虾生殖细胞发育分化过程中扮演重要角色$

关键词! 日本沼虾& 4,0,蛋白& 原核表达& 多克隆抗体& 免疫鉴定

中图分类号! [?B<&0=#?&&&&&&&文献标识码',

&&L.,.基因是>2,>DV5b基因家族的重要成员

之一!因其具有高度保守的 >2,>",HWDU6LD,6FD

,HW#序列而得名)# :!*

!4.,. 基因仅在生殖细胞中

特异表达!因此被作为分子标记广泛应用于配子发

生和原始生殖细胞的起源+迁移+分化等研究)%*

(

4,0,蛋白具有依赖,XA的*+,解旋酶活性!在

细胞*+,代谢中具有重要作用!参与*+,代谢的

几乎所有过程!是生殖细胞形成所需的母源性因

子)" :;*

( 在牡蛎"&(.,,/,6(1. ")".,#

)?*

+玻璃海鞘

"&)/*. )*61,6)*.9),#

)B*

+青
"

"D('J).,9.6)%1,#

)=*

+金

鱼"&.(.,)+,.+(.6+,#

)#$*等物种的研究中显示!

4.,.基因转录本分布在卵黄发生前期和卵黄发生

期的卵母细胞细胞质中!而在卵黄积累末期卵母细

胞中未检测到!说明 4.,. 基因可能在卵巢的早期

分化过程中具有重要作用!但其作用机理仍不

明确(

在 甲 壳 动 物! 已 报 道 了 罗 氏 沼 虾

"C.-(/$(.-=)+@ (/,1*$1("))#

)##*

+ 凡纳滨对虾

" F)6/%1*.1+, 4.**.@1)#

)#%* 和 中 国 对 虾

"M1**1(/%1*.1+,-=)*1*,),#

)#!*

4.,. 基因的全长

8>+,序列!并采用原位杂交的方法定位了 4.,.

E*+,在性腺发育中的分布!我们研究组之前也克

隆了日本沼虾"C.-(/$(.-=)+@*)%%/*1*,1#4.,. 基

因!证实了4.,. E*+,仅在生殖细胞中特异表达!

但甲壳动物4,0,蛋白的相关研究至今在国内外均

未见报道( 本研究构建了日本沼虾4,0,蛋白原核

表达质粒 W2X!%FD]FHF!并在大肠杆菌"2,-=1()-=).

-/9)#中得到高效表达的重组4,0,蛋白!目的蛋白

经纯化!制备了兔抗4,0,多克隆抗体!并且对抗体

进行了免疫学鉴定!为进一步从蛋白水平研究日本

沼虾生殖细胞的分化提供了条件(

#&材料与方法

$%$&材料

日本沼虾购自当地的水产市场( 大肠杆菌菌

株>1<

&

+C-%# 为本实验室保存!载体 W2X!%F+

/AXU+辣根过氧化物标记的山羊抗兔 /QU二抗购
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买于北京鼎国生物技术有限公司!限制性内切酶

?.@1

"

和2-/*

"

+X

"

>+,6GQFHM+2bD7.8 >+,聚

合酶+*+,提取试剂盒+TGRH9H9RFON 8>+,HKO9SMHGH

PG9购自XF_F*F!CRFNT5RN蛋白定量试剂盒+低分子

量 蛋 白 YFRPMR+ 0>0DA,U2各 组 分+ FO9GD1GH

FO9GV5NK 购自北京天根生化公司+免疫组化0,C3

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司(

$%"&方法

4.,. 基因的扩增&&利用 X*/i56*MFQMO9

"/O]G9R5QMO#提取日本沼虾精巢总*+,!经>+FHM

"

"0GQEF#处理后进行反转录!获取的 8>+,作

为扩增4.,. 基因的模板( 根据本实验室克隆的

日本沼虾 4.,. 基因全长 8>+,序列! 利用

ARGEMR< 软件设计特异性引物 "由上海生工合

成#!扩增 4.,. 编码区序列( 上游引物 ,.$<fD

&:::N7&&,XUX3XU,XXUUU,UU,3,UD!f!

下游引物 ,*$<fD3U3:NN77&3X,3X,UU3,XD

333,UX3,X3,XD!f!其中!在这对引物的 <f端

分别加入?.@1

"

和2-/*

"

酶切位点"下划线标

出#!下游引物的终止密码子用粗体字标出( 反

应条件为 =" \预变性 < EGO'=" \ !$ H+<B \

% E!$ H+?% \ !$ H!共 !$ 个循环'最后 ?% \延

伸 #$ EGO(

原核表达载体构建及大肠杆菌诱导表达&&

A3*产物经过柱纯化后"(EMQF#!与 W2X!%F载体

分别经过?.@1

"

和2-/*

"

双酶切"!? \!% S#!酶

切产物纯化后!#; \连接过夜( 连接产物转化大

肠杆菌>1<

&

!阳性克隆菌落经双酶切鉴定和测序

"上海鼎安#!确定插入片段序列正确性!阳性菌落

经扩大培养!抽提重组质粒"W2X!%FD]FHF#( 重组

质粒转化C-%# 感受态!涂布含N@%

m的 -C"培养

基中含有浓度为 ;$

%

Q@E-的N@%

m

#平板!挑取单

个菌落!接种于含 N@%

m

"终浓度为 ;$

%

Q@E-#的

液体-C培养基中!!? \振荡培养过夜!次日按

#n#$$的比例扩大培养!至(>

;$$

介于 $7; e$7B!加

/AXU诱导表达(

表达条件的优化&&/AXU设 $7%+$7<+$7B+

#7$ EE56@-" 个浓度!分别在 !$ \和 !? \下诱

导!确定最佳诱导剂浓度和表达温度( 大量诱导表

达的菌体经离心收集"< $$$ R@EGO!< EGO!" \#!

# cAC0重悬菌体后在冰浴条件下超声破碎"超声

时间 " H!间歇时间 " H!保护温度 %" \!总时间 ;$

次#( #% $$$ R@EGO 离心 #$ EGO!分别取适量离心

后的上清和 B E56@-尿素重悬后的沉淀进行0>0D

A,U2分析"<d浓缩胶!#%d分离胶#!经考马斯亮

蓝*%<$染色 # e% S!过夜脱色后观察结果(

^MH9MRODV6599GOQ检测融合蛋白&&重组蛋白

经0>0DA,U2电泳后!用 CG5D*FN 电转移系统将

目的蛋白转移到+3膜上( 用含有 #$d小牛血清

的 XXC0) %$ EE56@-XRGHD136" W1 B7$ #! #<$

EE56@-+F36!$7$<d"L;L#XIMMO :%$*封闭 # S

后!依次用抗1GH标签的单抗为一抗+1*A标记的

羊抗鼠免疫球蛋白 /QU为二抗!对其进行免疫分

析!经显色液">,C#< EQ+甲醇 < E-+!$d双氧水

#<

%

-#处理!显色适当"#< e%$ EGO#时水洗终止

反应并观察结果(

菌体蛋白的定量分析及目的蛋白含量的检测

&&#$$ E-的培养液离心收集菌体!超声破碎!冷

冻离心后用 #$ E-含 B E56@-尿素的磷酸钠缓冲

液溶解沉淀!按照CRFNT5RN定量试剂盒的说明书对

菌体蛋白进行定量分析( [LFO9G9K (OM软件分析

0>0DA,U2电泳的条带!得出目的蛋白的相对浓

度!粗略计算出诱导表达后目的蛋白的总含量(

4,0,多克隆抗体的制备及检测&&根据

0GQEF公司 1GHDHM6M89

XY

0WGO 356LEOH的产品说

明!纯化目的蛋白( 用含 B E56@-尿素的磷酸钠

缓冲液溶解包涵体!取适量"<$$

%

-#加到已被平

衡液"$7# E56@-磷酸钠+B E56@-尿素!W1B7$#

处理过的1GHDHM6M89

XY

0WGO 356LEOH柱子中!室温

静置 # S后离心"% $$$ R@EGO!% EGO#!收集离心

后的流出液!做进一步的分析( 将柱子用漂洗液

"$7# E56@-磷酸钠+B E56@-尿素!W1B7$#冲洗

两次"每次 ;$$

%

-!%$$$ R@EGO 离心 % EGO#后洗

脱"$7# E56@-磷酸钠+B E56@-尿素!W1"7$ e

;7$#目的蛋白( 取纯化后的重组蛋白 <$$

%

Q 与

等量弗氏完全佐剂混合!充分乳化后采用背部多

点注射法免疫家兔"免疫前采集正常血清作为阴

性对照#!两周后取同量纯化蛋白"和首次免疫量

相同#与等量弗氏不完全佐剂混合!进行加强免

疫!以后每 % 周免疫一次!共 " 次!最后一次加强

免疫 B N后!处死采血!分离血清! :%$ \保存!抗

血清做2-/0,检测以测定效价(

组织蛋白的提取以及抗血清的检测&&分别

将约 <$ EQ 的日本沼虾精巢和卵巢组织置于 #

E-的 ! c0>0溶液中充分研磨!研磨后 " \+

#% $$$ R@EGO离心 #$ EGO!收集上清!获得组织蛋

()#$
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白粗提液( 重组蛋白和组织蛋白粗提液分别经过

0>0DA,U2电泳后进行 ^MH9MRODV6599GOQ 分析!方

法同上!一抗为适当稀释的 4,0,抗血清!二抗

为辣根过氧化物标记的山羊抗兔/QU(

免疫组化&&精巢和卵巢组织经石蜡包埋后

进行常规切片!切片脱蜡至复水后!用 !d的1

%

(

%

室温处理 < e#$ EGO!蒸馏水冲洗后滴加 <d

C0,!室温放置 %$ EGO!适量滴加一抗!!? \放置

# S后用AC0冲洗 ! 次!每次 % EGO( 滴加辣根过

氧化物标记的山羊抗兔 /QU!室温放置 %$ EGO 后

AC0冲洗 ! 次!每次 % EGO( 然后滴加 0,C3!室

温放置 %$ EGO后AC0冲洗 " 次!每次 < EGO!最后

用>,C显色(

%&结果

"%$&目的基因的4HN扩增及原核表达载体的构建

A3*扩增出 # 条 # B$$ VW 的条带!与预期目

的片段大小相近"图 ##( 重组质粒双酶切后检

测!显示在 # B$$ VW处有目的条带"图 %#!挑取阳

性菌落扩大培养送上海生工生物工程公司测序!

测序结果和本实验室之前获得的4.,.基因全长

图 $&6.,.基因编码框的4HN扩增

Y7>+,EFRPMR' #7A3*产物(

C59%$&4HN-+<.5758-:5*)*7:;(

6.,. *<()0(-=5)9 70-+($XNC%

Y7>+,EFRPMR' #7A3*WR5NL89H7

图 "&重组质粒<R2#"-IE-6-的酶切图谱

Y7>+,EFRPMR' #7W2X!%FD]FHF重组质粒' %7重组质粒双酶

切产物(

C59%"&N(6:058:5*)+-<<5)9 -)-.D656*7

:;(0(8*+35)-):<R2#"-IE-6-

Y7>+,EFRPMR' #79SMRM85EVGOFO9W6FHEGN W2X!%FD]FHF' %7

W2X!%FD]FHFNGQMH9MN VK 2-/*

"

FON ?.@1

"

7

8>+,序列中的开放式阅读框"(*.#完全一致!

编码 ;$$ 个氨基酸!将此阳性重组表达载体质粒

命名为 W2X!%FD]FHF(

"%"&重组蛋白的表达与检测

W2X!%FD]FHF转化大肠杆菌 C-%# 后! 经

/AXU诱导表达!表达产物进行 0>0DA,U2检测!

只在沉淀的菌体蛋白中发现有一条明显加粗的条

带!大小与预测的重组蛋白分子量相近!约 B< PL

"图 !#!而在上清中则无相应的条带!表明融合蛋

白主要以包涵体形式存在( 通过对表达条件的优

化显示!温度对目的蛋白的表达具有一定影响!

4,0,蛋白在 !$ \的表达量明显高于在 !? \的

表达量"图 !#'/AXU终浓度为 $7% EE56@-!重组

蛋白便能大量表达!增加 /AXU浓度对表达量没

有明显影响"图 "#'加入/AXU% S 后可检测到目

的条带!表达量和诱导时间成正比"图 <#(

图 #&<R2#"-IE-6-融合蛋白表达

产物的V@VI4B'R电泳分析

Y7蛋白分子量EFRPMR' #7空质粒诱导' %7空质粒未诱导' !7

重组质粒未诱导' "7!$ \诱导 ; S' <7!? \诱导 ; S' ;7重

组质粒诱导 ; S后上清(

C59%#&V@VI4B'R-)-.D656*70(8*+35)-):

<0*:(5)<R2#"IE-6-

Y7WR59MGO E56M8L6FREFRPMR' #7W2X!%FGONL8MN' %7W2X!%F

LOOGONL8MN' !7W2X!%FD]FHFLOGONL8MN' "7!$ \ GONL8MN T5R;

S' <7!? \ GONL8MN T5R; S' ;7HLWMROF9FO95TGONL8MN W2X!%FD

]FHFFT9MRHLWMRH5OG87

图 1&融合蛋白表达的最佳Y42'浓度

Y7蛋白分子量标记' #7!$ \ /AXU终浓度 $7% EE56@-!; S'

%7!$ \ /AXU终浓度 $7< EE56@-!; S' !7!$ \ /AXU终浓

度 # EE56@-!; S(

C59%1&X<:5+F+Y42'8*)8():0-:5*)7*0

0(8*+35)-):(O<0(665*)

Y7EFRPMR' #7/AXU$7% EE56@-!!$ \' %7/AXU$7< EE56@-!

!$ \' !7/AXU# EE56@-!!$ \7

")#$
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图 >&诱导表达时间的优化

Y7EFRPMR' #7诱导 % S' %7诱导 " S' !7诱导 ; S(

C59%>&25+(8*F06((O<0(665*)*70(8*+35)-):<0*:(5)

Y7EFRPMR' #7GONL8MN T5R% S' %7GONL8MN T5R" S' !7GONL8MN T5R

; S7

&&通过 CRFNT5RN 定量试剂盒测定!溶解在 B

E56@-尿素中的包涵体浓度约为 "??

%

Q@E-!

0>0DA,U2电泳图用 [LFO9G9K (OM"CG5D*FN#分

析!显示在优化的诱导条件下"!$ \+/AXU终浓

度为 $7% EE56@-#!目的蛋白占包涵体总量的

"B7?d!从而可计算出在该条件下!#$$ E-的培

养基中目的蛋白表达量约为 %7!% EQ(

将重组蛋白用抗1GH标签的抗体作为一抗进

行^MH9MRODV6599GOQ分析!在 B< PL 附近检测到特

异性目的条带"图 ;#(

"%#&WBVB抗体的制备与免疫鉴定

用纯化后的重组 4,0,蛋白免疫 ! 只家兔!

第 " 次免疫后的抗血清用包被有重组 4,0,蛋

白"每孔用#$$

%

-浓度为#

%

Q@E-的抗原包被#

的酶标板进行间接 2-/0,反应!用酶标仪读取

"<$ OE下的光吸收值!吸光度"(>值#!结果显

示!! 只兔在第 " 次加强免疫后!其血清分别在

#n"$ $$$+#n#;$ $$$ 和 #n#$ $$$ 的稀释度下!(>

值大于 #7$$$"表 ##( ^MH9MRODV6599GOQ分析发现!

4,0,抗血清不仅能特异识别重组蛋白"分子量

B< PL左右#"图 ?#!而且还能识别卵巢和精巢中

的 4,0,蛋白!分子量 ?$ PL 左右 "图 B #!与

8>+,推算的蛋白分子量相近( 重组4,0,蛋白

中!包含有一段大约为 #< PL 的 1GH标签!因此分

子量较组织中的4,0,蛋白分子量大(

图 ?&,(6:(0)I3.*::5)9检测重组蛋白以

P56标签抗体作为一抗

#7重组质粒诱导' %7空质粒诱导(

C59%?&N(8*+35)-):<0*:(5)=(:(8:(=3D

,(6:(0)I3.*::5)9 F65)9 P56I:-9 -):53*=D

#7W2X!%FD]FHFGONL8MN' %7W2XD!%FGONL8MN7

表 $&RZYVB法检测抗体效价

2-3%$&B):53*=D :5:0(-)-.D656F65)9 RZYVB

稀释度 NG6L9G5O

#n% <$$ #n< $$$ #n#$ $$$ #n%$ $$$ #n"$ $$$ #nB$ $$$ #n#;$ $$$

*FVVG9# HMRLE %7!"; %7!%= %7%?= %7$B! #7"%# $7??= $7"<=

*FVVG9# OMQF9G]M $7$B% $7$;< $7$;< $7$;! $7$<< $7$;% $7$;$

*FVVG9% HMRLE %7"!# %7"## %7"$# %7!=# %7!%! %7%%? #7B?#

*FVVG9% OMQF9G]M $7$<? $7$;? $7$B" $7$?" $7$;" $7$;< $7$?B

*FVVG9! HMRLE %7%!# #7=!$ #7!%# $7?!" $7"$" $7%!% $7#!?

*FVVG9! OMQF9G]M $7$B? $7$?" $7$?= $7$B; $7#$$ $7$B# $7$?#

图 [&,(6:(0)I3.*::5)9检测重组蛋白以

WBVB兔抗血清作为一抗

C59%[&N(8*+35)-):<0*:(5)=(:(8:(=3D

,(6:(0)I3.*::5)9 F65)9 0-335:-):5IWBVB

6(0F+-6:;(<05+-0D -):53*=D

图 \&,(6:(0)I3.*::5)9检测卵巢和精巢中的WBVB蛋白

Y7EFRPMR' #7卵巢' %7精巢(

C59%\&@(:(8:5*)*7WBVB5)*E-0D -)=:(6:563D

,(6:(0)I3.*::5)9 F65)9 0-335:-):5IWBVB6(0F+

Y7EFRPMR' #75]FRK' %79MH9GH7

*)#$



#$ 期 崔&峥!等$日本沼虾4,0,蛋白的原核表达+抗体制备及其免疫鉴定 &&

&&免疫组化分析进一步证明!日本沼虾 4,0,

蛋白在卵巢和精巢中都有表达!4,0,蛋白在卵

黄发生前期的卵母细胞的细胞质中均匀分布!在

卵黄发生期的卵母细胞中!4,0,信号主要集中

于细胞核周围'精巢组织切片中!在精原细胞质中

能检测到很强的 4,0,信号!精母细胞次之!而

精子中无信号"图 =#(

图 L&利用WBVB兔抗多克隆抗体进行免疫组化分析&

定位日本沼虾卵巢$B%和精巢$]%中WBVB蛋白分布

W49$卵黄发生前期卵母细胞' 49$卵黄发生期卵母细胞' 08$

精母细胞' 0Q$精原细胞' 0$精子' 标尺代表 #$$

%

E(

C59%L&Z*8-.5̂-:5*)*7WBVB<0*:(5)5):;(<0-J)*E-0D

$B%-)=:(6:56$]%3D 5++F)*;56:*8;(+56:0D -)-.D656

F65)9 :;(0-335:<*.D8.*)-.-):53*=D *7WBVB

W49$ WRM]G9M665QMOG8 558K9M' 49$ ]G9M665QMOG8 558K9M' 08$

HWMREF958K9M' 0Q$ HWMREF95Q5OGF' 0$ HWMRE7XSMH8F6MVFR

GONG8F9MH#$$

%

E7

!&讨论

L.,.基因首次从果蝇中被发现!经证实在生

殖腺中表达)#" :#;*

!为了克隆日本沼虾 4.,. 基因!

本研究以日本沼虾精巢为材料!利用体外反转录

A3*的方法成功克隆出日本沼虾 4.,. 8>+,阅

读框全长序列!序列两端添加有 2-/*

"

和

?.@1

"

酶切位点!便于酶切后和表达质粒连接(

对日本沼虾 4.,. 基因序列进行大肠杆菌密码子

偏爱性分析!发现序列中没有大肠杆菌稀有密码

子!密码子的分配情况与大肠杆菌相似!不影响该

基因的表达水平(

W2XD!%F为含有 X

?

启动子和氨苄抗性基因

的原核高效表达载体!所获得的蛋白适合于多种

用途!包括抗体制备等( 当培养基中含有 /AXU

时!在合适的温度条件下!能诱导重组蛋白大量表

达( 为了节省/AXU的使用量!降低实验成本!本

研究探索了不同 /AXU诱导物浓度对蛋白质表达

量的影响!结果表明!/AXU浓度在 $7% e#7$

EE56@-!蛋白表达量并没有明显差别!故大量表

达4,0,蛋白时!采用 $7% EE56@-/AXU诱导(

该载体的表达产物带有 ; 个组氨酸标签!便于+GD

+X,金属亲和层析柱纯化回收该重组蛋白)#?*

(

对表达产物进行 0>0DA,U2分析!融合蛋白主要

以包涵体形式存在!!$ \的表达量明显高于

!? \条件下的表达量( 4,0,蛋白经过纯化后

免疫家兔!得到了效价高+特异性强的抗体!抗体

效价最高达到 #n#;$ $$$!经 ^MH9MRODV6599GOQ 鉴

定!该抗体不仅能识别重组 4,0,蛋白!也能识

别内源性4,0,蛋白"图 ?!图 B#(

免疫组化实验结果进一步显示!4,0,存在于

日本沼虾卵母细胞发育整个过程!在卵黄生成作用

前的卵母细胞中!4,0,蛋白均一地分布在细胞质

中!而随着发育的进行!在卵黄发生期的卵母细胞

中!4,0,蛋白集中于细胞核四周!精巢切片免疫

组化显示!4,0,信号主要位于精原细胞和精母细

胞中!精子中没有检测到信号( 这一结果和银

鲫)#B*中的结果吻合!而不同于鼠类精巢中 4,0,

蛋白的分布情况!在鼠类精巢的研究中!4,0,蛋

白仅定位在精母细胞和精细胞的核周)#=*

( 日本沼

虾性腺中 4,0,蛋白的分布情况!暗示着 4,0,

蛋白在生殖细胞早期的分化+配子形成过程中可能

起重要作用( 此外!还说明4,0,蛋白更有可能作

为一种母源性的遗传物质!经由卵母细胞传递到胚

胎中!在胚胎发育过程中发挥重要作用( 之前报道

的罗氏沼虾卵巢和精巢组织原位杂交的结果显示!

4.,. E*+,与4,0,蛋白的分布基本相似!也存

在于各个发育时期的卵母细胞( 在卵黄积累过程

中的卵母细胞内!4.,. 信号主要集中在核膜周围!

而在成熟的卵母细胞中!4.,.转录本主要存在于核

质中!但在精巢组织!4.,. E*+,不仅分布在精原

细胞+精母细胞的细胞质中!而且在精子中也检测

到了4.,. 转录本的存在)##*

!说明 4.,. E*+,与

4,0,蛋白的表达具有时空性!也可能是由于4.,.

转录本和4,0,蛋白的分布方式具有种的特异性(

在对鸡的研究中!研究者不仅定位了 4,0,

蛋白在性腺中的分布!而且从卵裂期胚胎开始便

检测到 4,0,蛋白!通过追踪 4,0,蛋白!揭示

了鸡胚胎发育过程中性腺的分化和发育)%$*

( 日

本沼虾胚胎发育过程中!原始生殖细胞何时产生+

如何转移到原始生殖嵴附近以及性腺如何开始分

))#$
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化和发育!这些问题还有待于进一步研究!本研究

制备的兔抗日本沼虾 4,0,抗体!可为追踪原始

生殖细胞的产生进而探究日本沼虾性别分化和发

育机制提供重要的物质基础(
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